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UTILISATION DE CATIONS METALLIQUES POUR L 'AMELIORATION 
DE L'ACTTViTE FONCTIONNELLE DES ANTICORPS 



La presente invention conceme l'utilisation de cations metalliques, notamment 
divalents ou trivalents, et plus particulierement de Zinc, de Cuivre, de Cadmium ou de 
Fer, pour aineliorer l'activite fonctionnelle d'anticorps. Plus particulierement, 
l'invention a pour objet des compositions pharmaceutiques d'anticorps comprenant des 
cations metalliques divalents on trivalents. 



Introduction et art anterieur 



L'immunoth6rapie passive, ires repandue, est fondee sur V administration d'anticorps, 
par exernple des anticorps monoclonaux diriges contre une cellule ou une substance 
15 donnee. L'immunothdrapie passive au moyen d'anticorps monoclonaux a donne des 
resultats encourageants. Toutefois, si l'utilisation d'anticorps monoclonaux possede 
plusieurs avantages, comme par exernple une assurance de securite du produit quant a 
Fabsence de contamination infectieuse, il pent en revanche s'averer difficile d'obtenir TTi 
un anticorps monoclonal efficace. ~ 

I 

En effet, le risque est de d6velopper un anticorps monoclonal qui s'avere peu efficace 

et pour lequel on observe des effets secondaires incompatibles avec une utilisation en DO 

therapie clinique. Ces deux aspects sont etroitement U6s sachant que des anticorps peu iTl 

O 

actifs sont administres a fortes doses pour compenser leur faible activite et obtenir une q 
25 r6ponse th£rapeutique. L'administration de fortes doses non seulement induit des effets 
secondaires mais est 6conomiquement peu rentable. 



Ces problemes sont majeurs dans le d6veloppement industnel des anticorps 
monoclonaux, chimeriques, humanises ou humains. A litre d'exemple, la societe 
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Protein Design Labs a suspendu les essais cliniques en phase VU du Remitogen®, qui 
• est un anticorps anti-HLA-DR pouvant etre utilise pour traiter les cancers de cellules 
MHC de classe II positives, notamment les leuc6mies des lymphocytes B et T. 

5 Ainsi, un des objets de ^invention est de fournir de nouveaux produits ou proc6des 
permettant de pallier les inconv6nients rencontres lors du d6veloppement industriel 
d'anticorps, k savoir leur faible efficacit6 et leur cout Sieve. 

Aujourd'hui, la recherche est orientee sur la region Fc de 1 'immunoglobulin (Ig) afin 
10 d'am61iorer les propri6tes fonctionnelles des anticorps. A terme, cela devrait permettre 
Tobtention d'anticorps qui se lient et activent les r6cepteurs des cellules effectrices 
(monocytes /macrophages, lymphocytes B, cellules NK et dendritiques) de maniere 
plus efficace. La region Fc des IgG est constitute de 2 domaines globulaires nommes 
■ CH2 et CH3. Les 2 chaines lourdes interagissent 6troitement au niveau des domaines 
15 CH3 tandis qu'au niveau des domaines CH2, la presence, sur chacune des 2 chaines, 
d'un oligosaccharide lie a l'Asn 297 (num&rotation de Kabat) contribue a PScartement 
des 2 domaines CH2. Par ailleurs, les domaines CH2 et CH3 d'une meme chaine sont 

■ * 

s6par6s par une region flexible definissant une interface entre les 2 domaines. 
20 L'interface entre les domaines CH2-CH3 a 6te decrite comme etant un site commun de 

• * 

* 

fixation de nombreuses (glyco)prot6ines comme le FcRn, les facteurs rhumatoides 

(Corper et a/., 1997) et certaihes prot6ines bacteriennes et viral es, par. exemple la 

♦ 

proline A de Staphylococcus aureus (Deisenhofer, 1981), la proteine G de 
Streptococcus de groupe G (Sauer-Eriksson et al., 1995), le complexe gE-gl du virus 
25 Herpes simplex 1 (Chapman et a/., 1999) ) et la prot6ine « core » du virus de Thtpatite 
C (Maillard et a/., 2004). 

Par ailleurs, il a et6 d6montr6 que certains r6sidus d'acides amines, localises au niveau 
de cette interface dans le domaine CH2 ou le domaine CH3, etaient impliqu6s dans la 
fixation au FcRn, k la prot6ine A, etc. Ainsi, les IgGl humaines mut6es au niveau du 
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r6sidu d'histidine 435 (His 435, numerotation de Kabat) perdent leur capacity k fixer le 

- • • . 

FcRn et la prot6ine A mais conservent leur capacit6 k fixer le FcyRIII (Firah et gL> 
2001 ; Shields et al., 2001). 

5 Par contre, aucune des 6tudes notifiant des modifications de l'interface CH2-CH3 
d'IgG humaines ou murines, ne montre une relation quelconque entre la structure de 
cette partie de la molecule d'IgG et les capacites effectrices de ces IgG via les 
r6cepteurs FcyR (FcyRI, FcyRH, FcyRIII). 

10 Dans le cadre de Pinvention, nous avons determine la structure tridimensionnelle des 
regions Fc de diff6rents anticorps monoclonaux presentant des activity fonctionnelles 
diffSrentes; notamment l'activite ADCC et ^induction de la production de cytokines. 
Nous avons d6couvert la presence d'un ion zinc situ6 entre les domaines CH2 et CH3, 

. plus pr&isement, li6 a des fesiduS localises k l'interface des domaines CH2-CH3 

.... 

15 impliquSe darts la reconnaissance de la region Fc de Panticoips par le recepteur FcRn 
ainsi que dans la fixation de la prot6ine A, issue de la paroi bacterienne de 
Staphylococcus aureus. 

De part sa localisation k l'interface des domaines CH2 et CH3, cet atome de zinc joue 

20 un role important dans la conformation generate du Fc, et par Ik meme permet 

* 

l'am61ioration de la liaison du Fc k ses r6cepteurs FcyRs. 

Nos 6tudes de la structure tridimensionnelle de la region Fc de ces anticorps ont r6vele 
que la presence de cations m6talliques tels que le Zinc, le Cuivre, le Cadmium ou le 
25 Fer, dans la solution de cristallisation 6tait toujours associee k la conformation dite 

ouverte de la region Fc des IgG (Radaev et a/., 2001). Cette conformation ouverte 

■ 

favorisela fixation aux r6cepteurs FcyR, notamment au FcyRIII. Ainsi, il est d6sormais 
possible de potentialiser l'activit6 fonctionnelle des anticorps monoclonaux ou . 

* * 

polycloriaux au moyen de cations m6talliques. A PopposS, P abolition de la fixation de 
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cations metalliques tels que le zinc, le cuivre, le cadmium ou le fer aux anticorps, plus 

* * » * 

• particulierement k l'interface CH2-CH3, par utilisation de mutants de la sequence 

# » • • 

.peptidique ou de substances chimiques appropri6es, conduit k Tobtention d' anticorps 
aux proprietes fonctionnelles abrog6es ou fortement diminu6es. 

5 

Ainsi, Tinvention apporte une solution economique et universelle pour resoudre les 
problemes li6s a la faible efficacite des anticorps monoclonaux disponibles ou en cours 
de dSveloppement par l'utilisation de cations metalliques qui ameliorent Tactivit6 

m • 

fonctionnelle d'anticorps. A cet effet, nous proposons une m6thode pour potentialiser 
10 Tactivite fonctionnelle des anticorps au moyen de cations metalliques. Enfin, par la 
modification du site de liaison aux cations metalliques, Tinvention fournit Sgalement 
des anticorps de classe IgGl poss&iant une capacity d' activation du rScepteur FcyRIII 
diminu6e, ainsi que des anticorps de classe IgG3 possedant artificiellement un site de 
fixation pour un cation metallique. 

♦ 

15 

* 

Description 

Ainsi, un premier objet de Tinvention est Tutilisation de cations metalliques divalents 
ou trivalents pour ameliorer P activite fonctionnelle d'anticorps. 

20 

Nos 6tudes tridimensionnelles de la region Fc des anticorps ont r6v61e que la presence 

de cations metalliques tels que le Zinc, le Fer, le Cuivre ou le Cadmium, 6tait toujours 

associ6e k la conformation dite ouverte de la region Fc des IgG. Cette conformation 

» 

ouverte favorise la fixation des anticorps aux r6cepteurs FcyR, notamment au FcyRIII. 

25 Ainsi, il est d6sormais possible de potentialiser Tactivite fonctionnelle des anticorps 

monoclonaux ou polyclonaux au moyen de tels cations m6taUiques. 

De mani&re pr6f£rentielle, le cation m6tallique utilise est le zinc. En effet, nos analyses 

ont permis de mettre en Evidence la presence d'un ion zinc lie aux residus d'histidine 
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310 et d'histidine 435 (dans la presente demande, la numerotation est celle de Kabat, 
Kabat database, btto://iinmuiio.bme.nwu.edu) ; . 

■ **» 

* • * . *.**•*, 

• De part sa localisation sur la region Fc, cet atome de zinc joue un r61e important dans 
la conformation generate de la region Fc, et par la m&ne permet P amelioration deja 

5 liaison de la region Fc a ses r^cepteurs. 

Ainsi, de maniere avantageuse, on utilise ces cations pour interragir avec la region Fc 
des anticorps afin de participer k la stabilisation de cette region. 

Plus particulierement, on les utilise afin de participer au contrdle de Pouverture de la 
region Fc des anticorps et ainsi de favoriser le maintien de la conformation dite 
10 «ouverte» des anticorps, c'est-&-dire le maintien d'un certain 6cartement entre les 
domaines CH2 favorisant la fixation de la r6gion Fc sur ses recepteurs. La presence des 
cations m&alliques permet d'induire une ouverture de la region Fc, m§me si le cation 
m6tallique ne se maintient pas dans son site. 

Ainsi, de maniere avantageuse, ces cations metalliques favorisent la fixation des 
1 5 anticorps aux recepteurs FcyR, notamment au r6cepteur FcyRIH 

De plus, le cation metallique peut, dans un autre aspect de Pinvention, favoriser le 
rapprochement de plusieurs regions Fc d' anticorps, via un deuxieme site de fixation 
impliquant les r&idus d'histidine 268 et 285 (numerotation de Kabat), facilitant 
20 T activation des FcyRs, plus particulierement des FcyRHI et la transduction des la 
signalisation par Pinterm6diaire de ces recepteurs. 

Par « activity fonctionnelle » on entend, de maniere non limitative, F activity ADCC 
(Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity), P activity CDC (Complement 
25 Dependent Cytotoxicity), Pactivit6 de phagocytose, Pactivit6 d'endocytose ou encore 

♦ 

Tinduction de la secretion de cytokines. Ainsi, Putilisation de cations metalliques tels 
que d6crit dans Pinvention permet d'ameliorer Pactivite fonctionnelle d'au moins 50%, 

• • • 

preferentiellement 60%, ou 70%, 80%, 100%, et pr6ferentiellement 200% ou 300%. 

» 
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De plus, on entend par « recepteurs » non seulement les molecules de FcyR, telles que 
FcyRin, pr6sentes sur les cellules du systeme immuhitaire telles les monocytes, les 
macrophages, les lymphocytes B et T, les cellules NK et les cellules dendritiques mais 

• m * 

6galement le FcRn, les molecules du complement comme le Clq et celles des parois 
5 bact&iennes comme la proteine A. 

Par « anticorps », on entend tout anticorps polyclonal ou monoclonal. Si l'anticorps est 
un anticorps monoclonal, il peut etre chbn6rique, humanist ou humain. 
Avantageusement, cet anticorps est une IgG, par exemple une IgGl ou une IgG3, 
1 0 notamment humaine. De plus, le terme anticorps inclut egalement toute glycoproteine 
comportant une region Fc, par exemple humaine, et un ou plusieurs fragments, 
domaines ou derives d'anticorps. On entend par «domaine d'anticorps » Tun 
quelconque des domaines VL, CL, VH , CHI, CH2, CH3, CH4 ; par « fragment 
d'anticorps » tout fragment qui contient un site de fixation complet pour un antigene, 

♦ • 

15 choisi parmi les fragments Fv, scFv, Fab, Fab', F(ab')2, et par « d6riv6 d'anticorps » 
tout anticorps pouvant comprendre une ou plusieurs mutations, substitutions, deletions 
et/ou additions d'un ou plusieurs residus d'acides amines, ainsi que les anticorps multi- 
sp6cifiques et polyfonctionnels. 

20 Par « cation m6tallique divalent ou trivalent» ou par « cation metallique » on entend 
tout cation metallique ayant un degre d'oxydation +2 ou +3 et plus particuli&rement le 
zinc, le fer, le cuivre, le cadmium, le cobalt, le nickel, le manganese, le gallium, le 
gadolinium, le s616nium, Tor, le platine ou le palladium ou un analogue. 
Pr6f6rentiellement, ces cations m&alliques sont le zinc, le fer, le cuivre ou le cadmium, 

25 et de maniere particulierement avantageuse il s'agit du zinc. Par « analogue » on entend 
tout ion libre ou li6 susceptible de se Her au niveau de la region Fc des anticorps, et 
plus particulierement aux r6sidus His 310, His 435, les residus Asn 434 et His 433 

- ■ 

(num6rotation de Kabat) pouvant 6galement participer k la fixation. 
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Un deuxieme objet de Tinvention conceme vine methode pour potentialiser P activity 

• • • • 

fonctionnelle des anticorps via la region Fc, comprenant une 6tape consistant k ajoutei* 
une quantite approprtee d'au moins un cation metallique dans le syst&ne biologiqiie 
produisant les anticorps ou dans une solution comprenant des anticorps avant et/ou 
5 apres purification ou encore dans la solution de conservation ou dans la formulation 
finale sous la forme d'une solution injectable des anticorps. 

De mani&re avantageuse, ces cations m6talliques sont le zinc, le fer, le cuivre ou le 
cadmium. 

• a 

* 

10 On entend par « syst&me biologique » des lign6es cellulaires, des plantes ou animaux 
transgeniques non humains. Parmi les cellules, on peut choisir des cellules provenant 

* • 

de lign6es cellulaires, transfect6es k l'aide d'un vecteur comportant le gene codant pour 
ledit anticorps, par exemple des cellules eucaryotes ou procaryotes, notamment des 
cellules de mammif&res, d'insectes, de plantes, de bacteries ou de levures. Plus 

■ 

15 sp6cifiquement, on peut utiliser des cellules de myelome de rat telle que YB2/0. 

On peut egalement utiliser des cellules CHO, notamment CHO-K, CHO-LeclO, CHO- 
Lecl, CHO Pro-5, CHO dhfr- ou d'autres lignees cellulaires parmi Wil-2, Jurkat, Vero, 
Molt-4, COS-7, 293-HEK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 et P3X63Ag8.653, PERC6 ou 
BHK. 

20 

De maoiere preferentielle, on ajoute une concentration molaire en zinc au moins 6gale 
a la concentration molaire en anticorps. 

Eventuellement, on ajoute une concentration molaire en zinc au moins 6gale a 2 fois, et 

* * ■ 

preferentiellement k 3 fois ou a 4 fois la concentration molaire en anticorps. 
25 . Alternativement, on ajoute une concentration molaire en cations m6talliques 
permettant d'am&iorer Pactivit6 fonctionnelle de Tanticorps * d'au moins 25%, 
preferentiellement 50% ou 60%, 70%, 80%, 100%, et preferentiellement 200 ou 300%. 
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Avantageusement, les. cations metalliques existent sous differentes formes. Dans un 

• * 

* 

aspect particulier de Pinvention; les ions zinc peuvent etre sous forme d'acetate de 
zinc; de bromure de zinc, de chldrhydrate de zinc, de chlorure de zinc, de citrate de ~ 
zinc, de gluconate de zinc, d'hydroxycarbonate de zinc, d'iodure de zinc, de L-lactate 
5 de zinc, de nitrate de zinc, de st6arate de zinc, pu de sulfate de zinc. 

Un autre objet de Pinvention se rapporte k des anticorps de classe IgG3, et plus 
particuli&rement les allotypes G3m(b)et G3m(g), poss6dant un site de fixation pour un 

* » 

cation m6tallique comprenant les r6sidus His 310 et His 435 sur sa region Fc cr66 par 
1 0 ingenierie moleculaire. 

* ■ 

Dans le cadre de Pinvention, nous avons mis en Evidence que des cations metalliques 
se fixent sur les anticorps de classe IgGl sur un site comprenant les r6sidus.His 310 et 
His 435, les r6sidus His 433 et Asn 434 pouvant eux aussi etre impliqu6s dans cette 

15 fixation. Or, les anticorps de classe IgG3 d' allotype G3m(b) ou G3m(g) ne comportent 
pas un tel site de fixation h P6tat naturel. En effet, ils possedent un r6sidus arginine 
(Arg) en position 435. Ainsi, dans le cadre de Pinvention, nous creons, par mutagenese 
dirig6e, des anticorps de classe IgG3 presentant une fixation de cations metalliques 
am&ioree par rapport aux anticorps non modifies, de par la creation d'pn site de 

20 fixation impliquant un r6sidu His 435 en substitution du r6sidu Arg 435. 

Ainsi, ces anticorps IgG3 comportent un site de fixation pour un cation metallique, 
notamment le zinc, le fer, le cuivre, le cadmium, le cobalt, le nickel, le manganese, le 
gallium, le s616nium, Por, le platine ou le palladium, comprenant les r^sidus His 310 et 
His 435, et de mantere avantageuse comprenant aussi le rSsidus Asn 434 et/ou His 433. 

25 De manidre avantageuse, Pun au moins de ces r6sidus histidine est remplac6 par un au 
moins des rSsidus choisis parmi la cysteine, Pacide aspartique et Pacide glutamique. 
En effet, ces r6sidus possedent aussi la capacite de fixer de tels cations metalliques. 
Pref6rentiellement, le cation metallique est le zinc, le fer, le cuivre ou le cadmium, et 
de manidre pr6f6r6e le zinc. 
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Dans un aspect particulier de l'invention, l'anticorps possSde un cation m6tallique,-et 

■ * • 

plus particulierement un atome de zinc, l£6 k tin ou plusieurs r&idus de la r6gion Fc. * 

De maniere particulierement avantageuse, cet anticorps IgG3 possede une capacity de 
fixation au FcyRIII et une activity fonctionnelle amelior6es par rapport k V anticorps 
5 natif. 

* ■ 

Un objet de l'invention est ainsi Tutilisation de l'anticorps IgG3 poss6dant un site de 
fixation pour un cation m6tallique prec6demment decrit pour la pr6paratibn d'un 
medicament destin6 au traitement d'une pathologie comme la maladie h6molytique du 

10 nouveau-ne, une pathologie virale, bacterienne ou parasitaire, une pathologie li6e aux 
agents pathog6nes ou toxines deriv6es, list6s comme etant particulierement dangereux 
dans les cas de bioterrorisme (classification des Centers for . Disease Control, CDC), 
notamment V anthrax {Bacillus anthracis), le botulisme Clostridium botulium), la 
peste (Yersinia pestis), la variole (Variola major), la tularemic (Francisella tularensis), 

15 les fievres h6morragiques virales (liees aux filovirus -Ebola, Marburg et aux 
arenavirus -Lassa, Machupo), la toxine epsilon de Clostridium perfringens, la 
brucellose (Brucella species), la melioidose (Burkholderia mallei), la toxine de ricin 
(Ricinus communis). 

20 Un autre objet de Finvention est une composition pharmaceutique d'anticorps 
therapeutiques comprenant des cations divalents ou trivalents et au moins un excipient 
De maniere pr6feree, ces cations metalliques sont le zinc, le fer, le cuivre ou le 
cadmium, ou un melange de plusieurs d'entre eux. De maniere particuli&rement 
avantageuse, on choisit le zinc, qui peut etre sous forme d' acetate de zinc, de bromure 

25 de zinc, de chlorhydrate de zinc, de chlorure de zinc, de citrate de zinc, de gluconate de 
zinc, d'hydroxycarbonate de zinc, d'iodure de zinc, de L-lactate de zinc,de nitrate de 
zinc, de stearate de zinc, ou de sulfate de zinc. 
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Dans un aspect particulier, . les anticorps contenus dans la composition possedent un 
cation metallique selon l'invention lie aux residus His 310 et His 435, les r6sidus His 
433 et Asn 434 pouvant 6galement.participer a la fixation. 

* 

Dans un autre aspect particulier de l'invention, les anticorps de la composition 
pharmaceutique sont les anticorps de classe IgG3 crees par ingenierie moleculaire 
decrits precedemment. Dans un autre aspect pr6fere de l'invention, ce sont des IgG 
humaines ou ayant une region Fc humaine. 

* ■ 

Ainsi, la presence de tels cations m6talliques dans la composition ameliore la fixation 
des anticorps therapeutiques qu'elle contient a ses recepteurs, notamment les FcyRHI, 
la composition poss6dant ainsi une meilleure activite therapeutique. 

Un autre objet de 1' invention est une composition pharmaceutique dans laquelle au 
moins 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, ou encore 99% des anticorps possedent un cation 
metallique divalent ou trivalent, notamment un ion zinc, lie a un site se trouvant dans 
la region Fc. H peut s'agjr de maniere pr6ferentielle du site de fixation comprenant les 
acides amines His 310 et His 435, l'acide amine Asn 434 et/ou His 433 etant 

■ 

susceptible(s) de participer a la fixation. Dans un autre aspect de Pinvention, .il peut 
s'agir du site de fixation comprenant les acides amines His 268 et His 285. Dans un 
autre aspect de l'invention, les 2 sites peuvent etre occupes par un cation metalliquetel 
que decrit dans Tinvention. 

Le cation metallique est de maniere preferentielle un de ceux deja cites precedemment, 
notamment le zinc, le fer, le cuivre ou le cadmium, ou un melange de plusieurs d'entre 
eux, 6ventuellement sous les formes deja 6voquees. 

* 

Un autre objet de l'invention est une solution comprenant un anticorps monoclonal ou 
des anticorps monoclonaux et une quantity appropriee de cations metalliques divalents 
ou trivalents, en particulier d'ions zinc au moins 6gale a la concentration molaire en 
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anticorps, cette solution etant adaptee pour une injection par voie intraveineuse, sous- 

cutan6e ou intramusculaire. 

• ■ 

* 

Les cations metalliques peuvent.etre tout cation metallique divalent ou trivalent, 
5 notamment du zinc, du fer, du cuivre, du cadmium, du cobalt, du nickel, du 
manganese, du gallium, du selenium, du or, du platine ou du palladium ou un analogue. 
De maniere pr6feree, le cation est un ion zinc ou d'ac&ate de zinc, de bromure de zinc, 
de chlorhydrate de zinc, de chlorure de zinc, de citrate de zinc, de gluconate de zinc, 

m • 1 

d'hydroxycarbonate de zinc, d'iodure de zinc, de L-lactate de zinc,de nitrate, de zinc, de 
10 stearate de zinc, ou de sulfate de zinc. 

Un autre objet de Tinvention est Putilisation d'ions zinc pour ameliorer la 
cristallisation d'anticorps th6rapeutiques, et plus particulierement d'IgG monoclonaux, 
les ions zinc stabilisant la region Fc des anticorps. L'ajout de cations divalents et plus 
1 5 particulierement de zinc, augmente significativement la solubility des Fc des IgGs, en 
favorisant les contacts cristallins ce qui facilite Tobtention des cristaux necessaires aux 

* » 

etudes structural es. 

L'invention a 6galement pour objet de fournir un test permettant d^valuer Pefficacite 
20 d'un anticorps comprenant l'etude de la conformation 3D, notamment du domaine 
impHquant les r&ridus His 310, His 435, His 433 et/ou Asn 434 de la region Fc telle 
que montree a la figure 1 ou 2 ou encore un dosage de la teneur en zinc desdits 
anticorps, la presence de zinc etant une indication de Tefficacite de Panticorps. 

* » 

* 

25 Un autre objet de l'invention se rapporte a un anticorps possedant l'un au moins de ses 
residus His 3 1 0 et His 435 modifie. 

Dans un aspect particulier de Pinvention, la modification de Panticorps est une 
mutation, notamment une substitution par un acide amin6 possedant une faible affinite 
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pour les cations metalliques divalents ou trivalents. Par example, le r6sidu His 310 

• • . > 

et/ou le r6sidu His 435 peu(ven)t Stre substitu6(s) par un residu de lysine, d'alanine, de 
glycine, de valine, de leucine, d'isoleiicine, de proline, de methionine, de tryptophane, 
de phenylalanine, de serine ou de threonine. 
5 De maniere particulierement avantageuse, les residus His 310 et His 435 sont 
substitu6s tous les deux par des residus de lysine. 

Ces mutants peuvent etre realises k partir de tout anticorps possedant m h Petat 
* «naturel», c'est-&-dire non mute, un site de fixation pour les cations metalliques 
comprenant les residus His 310 et His 435. II peut s'agir notamment d'IgGI, d'IgG3 
10 allotypes G3m(s) ou G3m(st), IgG2 ou IgG4. 

Ces mutants possddent une capacity d 9 activation du FcyRHI diminu6e de fa9on 
significative. 

Dans un deuxieme mode de realisation, la modification peut etre r6alis6e par le DEPC 
15 (diethyl pyrocarbonate), un agent modifiant les histidines. 

Avantageusement, ces anticorps sont des IgGl, ou en tout etat de cause des anticorps 
poss&iant k l'&at « naturel », c'est-a-dire non mute, un site de fixation pour les cations 
metalliques comprenant les residus His 3 1 0 et His 435. 

Ces anticorps poss&ient une activite fonctionnelle diminuee par rapport au mdme 

■ 

20 anticorps non modifid. Toutefois, ils conservent leur capacite a fixer I'antigene et le 
FcyRm. 

Ainsi, Tinvention fournit des anticorps possedant une faible activite ADCC, presentant 
un interet particulier en th6rapie en remplacement des IgG4, ou pour prevenir les rejets 
25 de greffe. On peut encore utiliser les anticorps double mutants selon Tinvention 
comme anti-tetaniques, anti-diphteriques ou diriges contre des agents pathogdnes ou 
toxines derivees, listes comme 6tant particulierement dangereux dans les cas de 

* 

bioterrorisme (classification des Centers for Disease Control, CDC), notamment 
l'anthrax (Bacillus anthracis), le botulisme (Clostridium botulium), la peste (Yersinia 
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* 

pestis), la variole (Variola major), la tularemie {Francisella tularensis), les fi&vres 
h6morragiques virales (liees aux filovirus -Ebola, Marburg et aux arenavirus -Lassa, 

* • 

■ 

Machupb), la toxine epsilon de Clostridium perfringens, la. brucellose (Brucella 
species), la melioidose {Burkholderia mallei), la toxine de ricin {Ricinus communis). 

5 

Ainsi, un autre objet de Pinvention concerne Putilisation d'anticorps modifies comme 
d6crit ci-dessus, et possedant done une activity fonctionnelle faible, pour la preparation 
d'un medicament destine k la prevention du rejet de greffe ou au traitement d'une 
pathologie choisie parmi le tetanos, la diphterie, ou provoquSe par un agent pathogSne 

10 ou toxine deriv6e, liste comme etant particulierement dangereux dans les cas de 
bioterrorisme (classification des Centers for Disease Control, CDC), notamment 
l'anthrax {Bacillus anthracis), le botulisme {Clostridium botulium), la peste {Yersinia 
pestis), la variole (Variola major), la tularemie {Francisella tularensis), les fievres 
hemorragic[ues virales (liees aux filovirus -Ebola, Marburg et aux arenavirus. -Lassa, 

15 Machupo), la toxine epsilon de Clostridium perfringens, la brucellose {Brucella 
species), la melioidose {Burkholderia mallei), la toxine de ricin {Ricinus communis). 

Fnfin 3 des anticorps possedant une activite fonctionnelle alteree comme precedemment 
d6crits sont aussi utilises pour la preparation d'un medicament en remplacement des 
20 IgG4. 

A titre d'exemple, leg anticorps d6crits dans Pinvention, notamment les anticorps 
• possedant une activite fonctionnelle ameiioree due aux cations metalliques, ou les 
anticorps modifies dont Pactivite fonctionnelle est alter6e, ou encore les compositions 

* 

25 ou solutions de Pinvention, peuvent etre choisis panni les anti Ep-CAM, anti- 
KIR3DL2, anti-EGFR, anti-VEGFR, anti HER1, anti HER2, anti GD, anti GD2, anti 

mm * 

GD3, anti-CD20, anti CD-23, anti CD-25, anti-CD30, anti-CD33, anti-CD38, anti- 

■ 

CD44, anti CD52, anti CA125 et anti ProteinC, anti-HLA-DR, les anti-viraux: HBV, 
HCV, HIV et RS V, et plus particulierement pafmi les anticorps du Tableau I ci-apr£s : 
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Tableau I : ' 



Norn et marque 
commerciale de 
Fanticorps 

Edrecolomab 
PANOREX 
Rituximab 
RTTUXAN 



Societe 



Centocor 



Trastuzumab 



Idee 
Licensie k 
Genentech/ 
Hoffman la roche 
Genentech 



HERCEPTDSf LicensiS k Hoffinan 

. la 



Palivizumab 
SYNAGIS 
Alemtuzumab 



roche/Immunogen 

* 

Medimmune 

* 

Licensi6 k Abott 
BTG 



cible 



indication 



anti Ep-CAM 



cancer colorectal 



CAMPATH Licenste k Schering 



anti CD20 



antiHER2 



anti CD52 



B cell lymphoma 
thrombocytopenia purpura 



cancer ovanen 



RSV 



leukemia 



ibritumomab 

tiuxetan 
ZEVALDST 
Cetuximab 
IMC-C225 



IDEC 
Licensie a Schering 



Merck /BMS / 
hnclone 



anti CD20 



anti EGFR 



NHL 



cancers 



Bevacizumab Genentech/ antiVEGFR cancers 

AVASTTN Hoffinan la roche 
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• 


1 c 

Id 

• 


- 

• 


Epratnzurnab 


immumeuics/ 


anxi buzz 


VsCUll/Cla. 




Amgen 


• 


iyiiipij.ujj.ic HUil J1U ^ISJUL JUL CJJ. 


HuM195Mab 


• 

rrotein Jjesign 


Ann ojlod 


• 

z^a-fi r» pro 




• 

ToUri 

Juaos 






MDX-210 


Unmuno-jJesignea 


vrn 
INJJ 

• 


OalluCTb 




ivioiecuies 






BEC2 


Imclone 


anti uuj 


Cancers 


Mitumomao 








Oregovomab • 


Aitarex 


anti v^/viZ3 


* 

cancer u vai icxi 










Ecromeximab 


Kyowa-Hakko 


antiGD3 


melanome malin 


KW-2971 








ABX-EGF 


Abgenix 


. EGF 

• 


cancers 


MDX010 


Medarex 


Anti CD4R 

• > 


Cancers 


XTL002 

» 


XTL 


ND 


anti-viral : HCV 




biopharmaceuticals 






HI 1 SCFV 


viventia biotech 


ND 


cancers 

* 


4B5 


viventia biotech 


antiGD2 

« 


Cancers 


XTL001 


XTL 


ND 


anti- viral : HBV 




biophannaceuticals 






MDX-070 


MEDAREX 


Anti-PSMA 


cancer de la Prostate 


TNX-901 " 


TANOX 


anti IgE 


Allergies 


IDEC-114 


IDEC 


inhibition 


lymphome non-Hodgkini en 




• 

* ♦ 


ProteinC % 
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Par exemple, rinvention porte sur une solution se trouvant sous la forme d'un concentr6 
k une concentration d'anticorps allant de 0,1 k 50 mg/mL, ou 1 k 25 mg/mL qui peut 
• " etre formule pour une administration IV. Le solute peut contenir a titre d f exemple : 9,0 
mg/mL chlorure de sodium, 7,35 mg/mL citrate de sodium dihydrate, et 0,7 mg/mL 
5 polysorbate-80 dans de l'eau sterile. Dans ce solut6 ou concentr6 ? on rajoute en outre de 
0,1 k 50 mg/mL, ou 1 k 20 mg/mL d'un cation, la concentration dudit cation 6tant egale 
a 1, 2, 3, 4 ou 5 fois la concentration en anticorps soit de 0,1 k 250 mg/mL ou de 1 k 
100 mg/mL. Ce concentre peut etre injecte dans une poche de serum ou de liquide de 
perfusion de sorte k obtenir la dose que Ton souhaite administrer, tout en maintenant la 
10 meme teneur en cation par rapport a la teneur en anticorps. 

L'invention porte 6galement sur une poudre lyophiliste, sterile dans un containeur et 
qui peut etre reconstitute avec de Teau sterile juste avant injection comprenant la 
quantit6 appropriee d'anticorps et la quantite dudit cation selon rinvention 1; 2, 3, 4 ou 

• ■ * 

15 5 fois superieure a celle de Tanticorps. 

On peut reconstituer cette poudre pour une injection IV ou sous-cutan6e. Dans ce 
dernier cas, la poudre peut comprendre de 10 k 500 mg d'anticorps et une quantity 

* • 

dudit cation selon rinvention 1, 2, 3, 4 ou 5 fois sup6rieure k celle de Tanticorps, soit 
20 par exemple de 10 k 500 mg. On peut raj outer les excipients tels que le sucrose, un 
acide amine, du polysorbate; 

H faut comprendre que rinvention concerne preferentiellement les compositions 
decrites ci-dessus dans lesquelles la teneur en cation est au moins 6gale k la teneur en 
25 anticorps, mais vise 6galement toute composition dans laquelle on rajoute une quantity 
de cation (zinc, fer, cuivre, cadmium, ou un analogue, ou leur melange) inferieure k 
ladite quantity equimolaire, par exCTiple de 0,1 a 0,99 molaire (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 
0,6, 0,7, 0,8 ou 0,9 molaire), mais toujours suffisante pour ameliorer d'au moins 10% 



WO 2005/040216 PCT/FR2004/002687 

m i 

17 • 

* * * 

- 

• i 
* * ■ 

ou 25%, ou 50% ou encore 100% Tefficacite et/ou les propri6t6s fonctionnelles de 
l'anticorps. * • 

* • 

D'autres aspects et avantages de l'invention seront decrits dans les exemples qui' 
5 suivent, qui doivent etre consid6r6s comme illustratifs et ne limitent pas Petendue de 
Pinvention. 

♦ 

Afin d'acquerir des donn6es nouvelles sur les relations structure-fonction de la region 
Fc des anticorps, le demandeur a cristallise les fragments Fc de Panticorps monoclonal 
10 EMAB5, exprime dans la lignee cellulaire YB2/0, en presence ou en absence de zinc. 
Une 6tude par diffraction des rayons X (RX) des fragments Fc cristallises a ete 
entreprise ; une partie de cette etude est present6e dans les exemples 1 et 2 qui suivent. 
L/exemple 3 montre Peffet d'une modification chimique des histidines sur Pactivite Fc 
et Pexemple 4 l'effet d'une double mutation des r6sidus histidine 3 10 et 435 en lysines. 

15 

Description des figures 

Figure 1 : Schema montrant la position des ions Zn2+ au voisinage du fragment Fc de 
Panticorps monoclonal EMAB5 (2A). 

.20 

Figure 2 : Detail de la carte de densite electronique au voisinage des residus 
d'histidine310et435. 

Figure 3 : Superposition des structures du fragment Fc de Panticorps EMAB5 
25 bbtenues en absence (gris) et en presence (blanc) d'ion Zn2+. 

Figure 4 : Fixation de Panticorps EMAB5 modifie par le DEPC au r£cepteur FcyRDI. 
Cette figure pr6sente en abscisse ,1a fixation des anticorps sur les hematies et en 
ordonnee la fixation du CD 16 (FcyRIII) present k la surface des cellules Jurkat CD 16. 
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(♦) anticorps temoin AD1 ; (■) EMAB5 temoin ; (A) EMAB5 FNR ; (•) EMAB5 

■ . „ . 

FR. 

• • • • 

Figure 5 : Activation par l'anticorps EMAB5 modifie par le DEPC du r6cepteur 
5 FcyRm present sur les cellules Jurkat CD 16. 

* 

Cette figure represente la quantite, exprimee en pg/ml, d'IL-2 secretee par les cellules 
Jurkat CD16 dont le recepteur CD16 a ete active par l'anticorps EMAB5 temoin (♦) et 
les fractions separees sur proteine A apres modification de l'anticorps EMAB5 par le 
DEPC : FNR (•), FR (■). 

10 

Figure 6 : ..Effet de la modification par le DEPC sur 1* activite ADCC de r anticorps 
monoclonal EMAB5. 

Cette figure represente le pourcentage de lyse des hematies Rh(D+) induite par 
15 l'anticorps monoclonal EMAB5 t6moin et par les 2 fractions FR et FNR, separees sur 
gel de Sepharose-proteine A, de V anticorps modifie par le DEPC. 

* 

Figure 7 : Mesure de la fixation du Fc des anticorps doublement mutes His310-435Lys 
au r6cepteur FcyRIE. Les anticorps 1C7, 2H11, 4G5 et 4H10 sont les anticorps mutes. 
20 Les anticorps 16D11, 11G5 et 6H11 ne sont pas mut6s. Cette figure presente en 
abscisse, la fixation des anticorps sur les hematies et en ordonnee la fixation du CD 16 
(FcyRIII) pr6sent k la surface des cellules Jurkat CD 16. La figure regroupe les resultats 
obtenus avec les surnageants contenant les anticorps doublement mutes (courbes en 
trait plein) et ceux contenant des anticorps non mutes (courbes en pointilles). 

25 

Figure 8 : Etude de la secretion d'IL-2 induite par des anticorps monoclonaux anti- 
Rh(D) mut6s ou non. Cette figure represente le pourcentage d'IL-2 secrete par des 
anticorps monoclonaux anti-Rh(D) natifs (n = 3 clones) et portant la double mutation 
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His310-435Lys (n = 4 clones). Les r&ultats sont exprimes en pourcentage par rapport a 
un anticorps temoin purifte, EMAB5. • 

m 

■ 

■ 

Figure 9 : Influence de l'imidazole stir la fixation de Panticorps monoclonal EMAB5 
5 aurecepteurCDie^CTRni). 

* ■ 

Figure 10 : Etude par cytometric en flux de la fixation des anticorps portant la double 
mutation His3 1 0-43 5Lys au r6cepteur CD 1 6 . 

* 

10 EXEMPLES 

Afin d'acquerir des donn6es nouvelles sur les relations structure-fonction de la region 
Fc des anticorps, le demandeur a cristallis6 les fragments Fc de Panticorps monoclonal 
EMAB5, exprim6 dans la lignee cellulaire YB2/0, en presence ou en absence de zinc. 
1 5 Une 6tude par diffraction des rayons X des fragments Fc cristallises a 6te entreprise ; 
une partie de cette 6tude est presentee dans les exemples 1 et 2 qui suivent. L'exemple 
3 montre Feffet d'une modification' chimique des histidines sur P activity Fc et 

» » 

1' exemple 4 Peffet d'une double mutation des residus histidine 3 10 et 435 en lysines. 

. * * * «■ 

20 Anticorps monoclonal : 

EMAB5. H s'agit d'une IgGl(K) Humaine, dirigee contre Pantigene Rh(D) 5 produite 
dans la lign6e cellulaire YB2/0 (my&ome de rat, lign6e ATCC n° CRL 1662) adaptee k 
la culture en milieu sans serum. 
• - Purification : EMAB5 a 6t6 purifie par chromatographie d'affinitd sur S6pharose- 

■ v 

25 prot&ne A.' 

- Analyse glycannique : par HPCE-LIF, il a ete montr6 que la structure majoritaire est 

i 

un oligosaccharide de type biantennS, contenant environ 25 % de fucose. 

- Activite biologique: l'activitd ADCC de EMAB5 est au moins egale a celle de 
l'anticorps polyclonal anti-Rh(D) de reference, WinRho (Cangene). 
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Preparation du fragment Fc : 

■ * 
- Conditions d'hydrolyse : L'anticorps purifie EMAB5 est dialyse une nuit contre du 

tampon Tris 50 mM, pH 8,0. La solution d'anticorps, ajust6e k 50 mM CaC12 et 10 

5 mM cysteine, est incubee 30 min. k 37°C avant d'ajouter la solution de trypsine (1 

mg/ml) dans un rapport enzyme/substrat de 1/25. Apres 5 h. d'incubation k 37°C, la 

reaction est airetee par Paddition de diisopropyl fluorophosphate (1 mM final). 

L'hydrolysat est dialys6 une nuit contre du tampon Imidazole 50 mM, pH 7,8. . 

* » 

10 - Purification du fragment Fc : L'hydrolysat dialys6 est mis en contact avec de 
l'Affarose-proteine L k raison de 1 ml de gel pour 3,6 mg d'anticorps. Apres 4 h. 
d' incubation a temperature ambiante sous agitation, le gel est mont6 en colonne et lav6 
par le tampon Imidazole 50 mM, pH 7,8. L' effluent et le tampon de lavage qui 
* contiennent les fragments Fc sont reunis, concentres par centrifugation sur Vivaspin 20 

15 eri utilisant les conditions decrites par le fabricant. 

EXEMPLE 1. Presence d'ions zinc lies aux fragments Fc, 

* 

Cristallogenese : Apres mise au point, les conditions de cristallisation retenues 
20 sont les suivantes : la solution de fragments Fc, a 2 mg/ml eri tampon imidazole 50 
mM, pH 7.8, est amenee a 10% de monomethyl polyethylene glycol 5 000, 100 mM 
cacodylate de sodium, 0.1 mM chlorure de zinc, pH 5,1 par diffusion de vapeur en 
gouttes assies k 17°C. 

* 4 

25 Collection des donn6es de diffraction et determination de la structure : Le 

cristal obtenu est soumis aux RX a l'ESRF de Grenoble et les informations collect6es 
sont traitees par les programmes DENZO et SCALEPACK (Otwinowski and Minor, 
1997). 
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La structure est resolue et affinee a 2.3 A (Fig.l) en utilisant la suite des programmes 

» • - 

CCP4. . 

Resultats : Ce cristal du fragment Fc de EMAB5 appartient au groupe spatial C222i 
5 avec un fragment par unit6 asym6trique Les param&res de maille sont les suivants : a = 
50.2 A; b = 147.7 A; c = 75.6A ; a = P = y = 90°. 

La structure tridimensionnelle (schematisee k la figure 1) permet de mettre en Evidence 
la presence d'ions zinc (en blanc) pres des domaines CH2 et CH3 (en gris). La carte de 
densite 61ectronique presentee figure 2 montre Tion zinc H6 aux r6sidus d'histidine 310 
1 0 (CH2) et 435 (CH3). Un autre ion zinc est li6 a l'histidine 268 d'un Fc et k l'histidine 
285 d'un Fc sym&rique. Le troisi&me se trouve pres de Phistidine 433. 

EXEMPLE 2. Effet des cations m6talliques sur la conformation des fragments Fc. 

15 Dans cet exemple, les cristaux obtenus appartiennent tous au groupe d'espace 

P2(l)2(l)2(l) avec deux chaines par unite asymetrique et on caracterise rouverture des 
Fc par les distances entre les r6sidus de proline 329 des chaines A et B et entre les 
residus de mannose 4 des chaines A et B. *: 
Cristallis6s en absence d'ion metailique, les fragments Fc de l'anticorps EMAB5 sont 

20 earact&ises par une distance entre prolines 329 de 32,53 A et une distance entre 
mannoses 4 de 17,61 A. Lorsque Ton ajoute un ion metailique a la solution de 
cristallisation (voir Tableau IT), ces distances caracteristiques augmentent 

* 

.25 
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Tableau II : Principal.es caract6ri$tiques des cristaux du fragment Fc de l'anticorps 

monoclonal EMAB5 dans le groupe d'espace P2(l)2(l)2(l). 



Code 


Metal dans Sol. 
distal. 


Resolution 

(A) 


■ 

Parametres de maille 
. (A; angles=90A) 


DPro 
329 

(A) 


D Man 
4 

(A) 


Fcl_nat 


Non 


3,29 


48,982 75,498 
145,032 


* 

32,53 


17,61 


Fcl_Zn 


0,3mM ZnC12 


3,2 


49,716 75,516 
150,298 


< 37,12 


20,34 


Fcl-Gd 


2mM GdC13 


2,7 


49,816 76,068 
151,156 


•37,4 


20,75 


FclCu 


0,3mM 
Cu-H-Ac 


3,15 


49,462 74,985 
148,928 


35,87 


19,79 

* 


Fcl_Fe 

♦ 


0,-lmM Fe 3+ 


3,475 


49,056 74,937 
148,148 


35,78 


19,61 


Fcl_Cd 


0,2mM CdC12 

• 

• 


2,894 


49,253 75,079 
147,953 


36,18 


19,2 



5 La figure 3 montre la superposition des chaines principales des structures bbtenues en 
absence (en gris) et en presence de zinc (blanc) dans la solution de cristallisation. 
L' addition d'un sel metaUique a la solution de Fc favorise done une conformation dite 
ouverte, conformation proche de celle du Fc lie au r6cepteur FcyREL 

10 EXEMPLE 3 : Modification des residus histidine par le DEPC 

Le diethylpyrocarbonate (DEPC) est un reactif qui a ete tres utilis6 pour modifier et 
etudier le r61e des residus d'histidine presents dans les proteines (Miles, 1 977). Firan et 
a/.(2001) ont montr6 que des IgGl humaines traitees par le DEPC perdaient leur 
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capacite k fixer le recepteur FcRn qui est impliquS dans le transfert des IgG maternelles . 
vers le foetus.. Le DEPC agit par substitution d'un groupement nitrogdne present sur le 

■ 

... ■ 

cycle imidazole de l'histidine, transformant ainsi le residu d'histidine en 3-carboethbxy 
histidine. 



1. Modification par le DEPC 

* 

L' anticorps monoclonal EMAB5, dialyse contre du tampon acetate de sodium 0,1M, 
pH 6,0, est mis en contact avec du DEPC a raison de 70 jj,g de DEPC/mg d'IgG. Apres 
30 minutes d'incubation a temperature ambiante, la reaction est arretee par P addition 

10 d'imidazole (0,2 mg/ml final). 

Apr£s dessalage en tampon phosphate de sodium 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2, 
Panticorps monoclonal modifi6 est fractionn6 par chromatographic d'affinit6 sur 
Sepharose-proteine A. Une fraction de Panticorps monoclonal modifie n' est pas 
retenue sur le gel if affinity et constitue la fraction non retenue ou FNR. La fraction 

15 retenue sur le gel et appelee FR est eluee par du tampon Glycine-HCl 0,1M, pH 2,8. 
Les deux fractions ainsi obtenues sont dialysees contre du tampon Phosphate de 
sodium 20mM, NaCl 50 mM, pH 7,2, concentrees sur Vivaspin . selon les 

■ • 

recommandations du fabricant et conservees a 4°C pendant 15 jours maximum, 
L' anticorps t&noin, qui nous sert de reference, a subi le uaeme traitement hormis le 
20 DEPC qui a et6 remplace par un volume identique d'ethanol. 



2. Mesure de la fixation du Fc des anticorps au recepteur 
FcyRBI par test CFC. 

Afin de verifier Pint6grit6 des anticorps trait6s par le DEPC, les anticorps sont soumis 
25 k ion test, appele CFC, qui estime la capacite des anticorps k fixer, dans un premier 
temps, Paintig6ne contre lequel ils sont dirig6s puis, dans un second temps, le recepteur 
FcyRin (CD 16) exprimS k la surface de la lign6e cellulaire Jurkat CD 16. 
Les puits d'une plaque de microtitration sont recouverts par des hematies Rh(D+) 
papain6es. Les anticorps anti-Rh(D), dilu6s k des concentrations variant de 7,8 k 500 
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ng/ml en IMDM + 2,5% serum de veau foetal (SVF) sont deposes en parallele sur deux 
plaques de microtitration pr^alablement « coatees » par les hematies. Aprds 90 min. 

■ • 

d'incubation k 37°C, les puits sont lav6s. 

L'une des plaques, utilisee pour detecter les IgG fix6es sur les h&naties, est incub6e en 
5 presence d'un anti corps de souris anti-Fey humain marque a la phosphatase alkaline 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). 

Dans l'autre plaque, les cellules Jurkat CD16, dilutes a la concentration de 2 x 10 6 
cellules/ml en IMDM +1% SVF, sont ajoutees. Apres 15 min. de contact k 37°C, la 
plaque est centrifugee en augmentant progressiyement la vitesse et la dur6e de 

1 0 centrifugation jusqu'& n6gativer les temoins negatifs. On entend par temoin negatif des 
anticorps qui se fixent aux hematies immobilisees dans les puits de la plaque de 
microtitration mais qui ne fixent pas le recepteur FcyRIII present k la surface des 
cellules Jurkat CD 16. Dans les puits contenant le t&noin negatif, les cellules Jurkat 
CD 16, apres centrifugation, forment un amas au centre du puits alors que dans les puits 

1 5 contenant un temoin positif, les cellules Jurkat. CD 1 6 tapissent le puits. 

Apres centrifugation, la lecture des puits est effectu6e et un score est donn£ en fonction 
de P&alement de cellules Jurkat CD 16 dans le puits. 

m * * 

3. Mesure de V activation du recepteur FcyRIII 
20 Le test deactivation des cellules Jurkat CD 16 mesure la secretion de Pinterleukine-2 
(IL-2) induite par la fixation du Fc des anticorps sur le recepteur FcyRIII (CD 16) apres 
liaison du Fab k son antigene, present sur la cellule cible. Le taux d'IL-2 s6cretee par 
les cellules Jurkat CD16 est proportionnel a Pactivation du recepteur CD16. 
Dans une plaque de microtitration de 96 puits, on depose successivement 50 \il de 
25 dilutions d' anticorps, 50 jul d'une suspension d'h6maties k 6.10 5 /ml, 50 pi d'une 
.suspension de cellules Jurkat CD16 k 1.10 6 /ml et 50 jxl d'une solution de PMA k 40 
ng/ml. Toutes les dilutions ont ete realis6es en milieu de culture IMDM contenant 5% 
deSVF. 
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Apr£s 16 heures d'incubation k 37°C et 7% de C02, la plaque de nuarotitration est 
centrifug6e et la quantit6 d'DL-2 contenue dans }e surnagearit est dosee par un kit 
commercial (Duoset, R&D). Les taux d'DL-2 secret6e sont exprim6s en pg/ml. 
Les r6sultats sont exprimes en % deactivation CD 16, le taux d'EL-2 s£cret£e en 
5 presence de 1' anticorps monoclonal t&noin 6tant consider^ egal k 100%. 

4. Mesure de l'activite ADCC 
La technique ADCC (Antibody-Dependent CenSmediated Cytotoxicity) permet 
d'evaluer la capacite des anticorps a induire la lyse des h6maties Rh(D+), en pr6sence 

10 de cellules effectrices (cellules mononucteees ou lymphocytes). 

Brievement, les hematies d'un concentre globulaire RhD(+) sont trait6es k la papaine 
(lmg/ml, 10 mm k 37°C) puis lavSes en NaCl 0,9%. Les cellules effectrices sont 
isotees k partir d'un pool d'au moins 3 buffy-coat, par centrifiigation sur Ficoll 
(Amersham Biosciences), suivi d'une etape d' adherence en presence de 25% de SVF, 

15 de fa<?on k obtenir un ratio lymphocytes/monocytes de Tordre de 9. Dans une plaque de 
microtitration (96 puits) on depose par puits : 100 jxl d'une dilution d' anticorps anti- 
Rh(D) purine (de 9,3 a 150 ng/ml), 25 ul d'hematies papain6es Rh(D+) a 4 x 10 7 , 25 
ul de cellules effectrices a 8 X .10 7 et 50 ul d'IgG polyvalentes (Tegeline, LFB) aux 

• * 

■ 

concentrations usuelles de 2 et 10 mg/ml. Les dilutions sont faites en IMDM contenant 
20 0,25% de SVF. Apr6s incubation 1 nuit k 37°C, les plaques sont centrifuges, puis 
l'h6moglobine lib&ree dans le surnageant est mesuree par l'intermediaire de son 
activit6 peroxydasique en presence d'un substrat chromog6nique, le 2,7- 
diaminofluordne (DAF). Les resultats sont exprimes en pourcentage de lyse, 100% 
correspondant k la lyse totale des h&naties en NH4CI (temoin 100%) et 0% au melange 
25 r^actionnel sans anticorps (t6moin 0%). La lyse specifique est calcul6e en pourcentage 
selon la fonnule suivante : 

» 

(DO echantillon -DO temoin 0%) X100 = 0/ Anrr 
DO temoin 100% -DO temoin 0% . /oA V^ 
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Resultats: 

- 

Aprds traitement par le DEPC suivant les conditions d6crites ci-dessus, environ 20% 
des molecules de Panticorps monoclonal EMAB5, constituant la fraction FNR, perdent 
5 leur capacity a se fixer au gel de Sepharose-proteine A. Sachant que Phistidine 435 est 
un acide amine essentiel de la fixation des IgG a la proline A, il parait vraisemblable 
que les IgG de la fraction FNR se differencient de la fraction FR, retenue sur le gel de 
Sepharose-prot&ne A, par la modification du r6sidu His435. 

Dans le test de mesure de la fixation au recepteur CD 16 en presence d'antigene, la 
10 fraction FNR presente les memes capacites que la fraction FR, capacit6s qui sont 
identiques k celles de Panticorps t&noin (Fig. 4). De plus, la fixation des diff&rentes 
fractions de Panticorps monoclonal EMAB5, modifi6 ou non par le DEPC, est tres 
sup6rieure a celle de Panticorps monoclonal AD1, utilise dans ce test comme temoin 
n6gatif. Ainsi, la modification des residus d'histidine par le DEPC n'induit pas de 
15 changement dans la capacite de Panticorps monoclonal EMAB5 k se fixer aux 
hematies Rh(D+) ni au rScepteur CD 16 present a la surface de la lignee cellulaire 
JurkatCD16. 

Par contre, P activity fonctioimelle de Panticorps monoclonal EMAB5 modifi6 par le 
20 DEPC est tr6s diminu6e. Ainsi, la secretion d'IL-2 de la lignee Jurkat CD 16 induite par 
les fractions FR et FNR de Panticorps monoclonal EMAB5 modifi<§ par le DEPC 
represente, respectivement, 42,8% et 19.5% de la secretion induite par Panticorps 
t&noin (Fig. 5). Les r6sultats de P activity ADCC, exprim6s en % de lyse r6elle, 
montrent que Pactivitd de la fraction FNR est inf6rieure a celle de la fraction FR 
25 (Fig.6). D'autre part, la fraction FR presente une diminution de Pactivite ADCC par 
rapport k Panticorps t6moin, lorsque la quantite d'anticorps ajoutee dans le puits est 
plus faible (< 20 ng/ml) et que la quantity d'IgG polyvalentes est de 2,5 mg/ml. 
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En conclusion, bieii qu'ayant conserve leur capacite k fixer F antigene et le r<§cepte>ur 

■ 

FcyRIII (CD16), les fractions d'anti corps monoclonal EMAB5 modifiees par le DEPC 

* . ■ 

presentent uhe actiyite fonctionneile (ADCC, induction de la secretion de cytokine) 
dirninuee. Cette diminution d' activity est plus marquee pour la fraction FNR, fraction 

■ 

5 qui pr6sente vraisemblablement une modification du r6sidu His43 5. 

* 

Ces r6sultats montrent done que la conservation du r6sidu His435 est importante pour 
la preservation de Factivite fonctionneile des anticorps de type IgGl. 

* 

1 0 EXEMPLE 4 : Activite fonctionneile des anticorps portant la double mutation 
His310-435Lys 

La modification des residus d'histidine par un agent chimique (DEPC ou autre) ne 
permet de maitriser ni le degre, ni la localisation des modifications. Ainsi, les deux 
15 residus d'histidine, His310 et His435, qui jouent un r61e essentiel dans la liaison du 
cation zinc a l'interface CH2-CH3 des IgGl, sont substitutes par des residus de lysine, 
par mutagenese dirigee. 

1. Obtention d'un anticorps anti-Rh(D) portant la double mutation 
20 His310-435Lys 

Le vecteur d' expression contenant le cDNA codant la sequence d'acides amines de la 

■ 

chaine lourde de l'anticorps anti-Rri(D) EMAB5, a servi de matrice pour la realisation 
d'une double mutagenese dirigee realisee par PCR («PCR-based site-directed 
mutagenesis »). Les quatre substitutions nucleotidiques suivantes ont ete introduites: 
25 - ' CI 229 A et C1301G pour le changement du residu ffis338 en 

■ 

Lys (position 310 selon la numerotation de Kabat), soit CAC-> 
AAG; 



J h 
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• - " C1674A et C1676G pour la mutation du r6sidu His463 en Lys 

■ 

(position .435 selon la nuinSrotation de Kabat), soit CAC -> 
AAG. 

♦ 

La sequence mutee a 6te s6quencee et les resultats du s6quen9age sont donnes a le 
Tableau EL 



Tableau in : Sequences oligonucl6otidique et polypeptidique de la chaine lourde 
doublement mutee de l'anticorps monoclonal. EMAB5 

Les residus His338 et His461 de la chaine lourde de l'anticorps monoclonal EMAB5, 
10 qui correspondent aux residus His310 et His435 selon la num6rotation de Kabat, ont 
ete substitues par des residus de lysine. 

Sequence du cDNA du double mutant His310-435Lys (SEQ ID No 1) 

atggagMgggctgagctgggttttcctcgtt^^ 
1 5 gcgtggtccagcctgggaggtccrtgagactctcctgtacagcrt 

gccaggctccagccaaggggctggagtgggtggcaactatatcatatgatggaaggaata^^ 

gggccgatgcaccttctccagagacaattctcaggacaccctgtatctgcaactgaacagcctcagac^ 

gtgtattactgtgcgagacccgtaagaagccgatggctgcaattaggtcttgaagatgcTO^ 

atggtca<xgtctcttcagccte^ 

20 agcggccartgggctgcctggtc^ggacta^ 

cgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttg 

gcacccagacctacatctgcaacgtgaatcac^ 

acaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactc^tggggggaccgtcagtcttcctcttcccccc 

ggacaccctcatgatctcccggacc^ 
25 aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtac^ 

ggtcagcgtcctcaccgtcctga^^ 

agcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccggg 

atgagctgaccaagaaccag^cagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgc^ 

gcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctacag 
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cacpgtggacaagagcaggtggcagcagg^ 
gcagaagagcctctccctgtctx:cgggtaaatag 

m • 

* 

■ » 

Sequence peptidique du double mutant His310-H435Lys (SEQ ID No 2) : 

5 

1 MEFGLSWVFL VALLRGVQCQ VQLVESGGGV VQPGRSLRLS CTASGFTFKN 
51 YAMHWVRQAP AKGLEWVATI SYDGRNIQYA DSVKGRCTFS RDNSQDTLYL 
101 QLNSLRPEDT AVYYCARPVR SRWLQLGLED AFHIWGQGTM VTVSSASTKG 
151 PSVFPLAPSS KSTSGGTAAL GCLVKDYFPE PVTVSWNSGA LTSGVHTFPA 

10 201 VLQSSGLYSL SSWTVPSSS LGTQTYICNV NHKPSNTKVD KKVEPKSCDK 

251 THTCPPCPAP ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV WDVSHEDPE 
301 VKFNWYVDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLKQD WLNGKEYKCK 
351 VSNKALPAPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP PSRDELTKNQ VSLTCLVKGF 
401 YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG SFFLYSKLTV DKSRWQQGNV 

15 451 FSCSVMHEAL HNKYTQKSLS LSPGK* 

Les cellules YB2/0, co-transfectees par electroporation avec le vecteur mut6 EMAB5- 
H-K338-K463-1 et le vecteur EMAB5- dhfi:-K- Spel codant pour la chafrie 16g6re de 
. P anticorps EMAB5, sont cultivees en milieu RPMI additionne de 5% de SVF dialys6, 
20 0,5% de G41 8 et 25 nM de Methotrexate (MTX). Les ciones secretant les plus forts 
taux d'IgG humaines sont cultives en plaques de 24 puits en milieu sans MTX. Les 
surnageants, r6colt6s apres 7 jours de culture, sont utilises pour faire les essais d6crits 
ci-dessous. 

* 

25 2. Mesure de la fixation du Fc des anticorps au recepteur FcyRIII (CFC) 

Ce test est r6alis6 sur les surnageants de culture, le taux d'IgG humaines contenu dans 
les surnageants 6tant d6termin6 par dosage ELISA. 

Les puits d'une plaque de microtitration sont recouverts par des- h6maties Rh(D+) 
papainees. Les surnageants de culture contenant les anticorps anti-Rh(D) . natifs ou 
30 mut6s et dilu6s a des concentrations variant de 7,8 a 500 ng/ml en IMDM + 2,5% SVF. 
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sont d6pos6s en paraltele stir deux plaques de microtitration prealablement « coatees » 
par les hematies. Apres 90 min. d'incubation k 37°C, les puits sont lav6s. 
I/une des plaques, utilisee pour detecter les IgG fixees sur leshematies, est iricub6e en 
presence d'un anticorps de souris anti-Fey humain marque a la phosphatase alkaline 
5 (Jackson ImmunoReaserch Laboratories). 

Dans P autre plaque, les cellules Jurkat CD16 sont ajout6es apres 15 min. de contact k 
37°C, la plaque est centrifugee en augmentant progressivement la vitesse et la dur6e de 
centrifugation jusqu'a negaliver les t6moins negatifs. Apres centrifugation, la lecture 

• * 

des puits est effectuee et un score est donn6 en fonction de Petalement de cellules 
1 0 Jurkat CD 1 6 dans le puits. 

3. Mesure de 1' activation durScepteur CD 16 
Dans une plaque de microtitration de 96 puits, on depose successivement 50 \il de 
dilutions de surnageants de culture contenant des anticorps anti-Rh(D) natifs ou mutes, 

15 50 jlxI d'une suspension d'hematies a 6.10 5 /ml, 50 pi d'une suspension de cellules 
Jurkat CD 16 k 1.10 6 /ml et 50 \il d?une solution de PMA k 40 ng/ml. Toutes les 
dilutions pnt ete realis6es en milieu de culture IMDM contenant 5% de SVF. 
Apr&s 16 heures d'incubation k 3TC et 7% de C02, la plaque de microtitration est 
centrifugee et la quantite d'IL-2 contemie dans le surnageant est dosee par un kit 

20 commercial (Duoset, R&D). Les taux d'IL-2 secretes sont exprimes en pg/ml. 

Les r6sultats sont exprim6s en % d'activation CD16, le taux d'IL-2 s6cretee en 
presence de V anticorps monoclonal temoin 6tant considere 6gal a 100% 

Les diffSrents tests ont 6te r6alis6s sur les surnageants de culture contenant les 
25 anticorps monoclonaux anti-Rh(D) mut6s ou non. Les resultats* du test CFC montrent 
que la double mutation His310-435Lys n'induit pas de modification de la fixation de 
P anticorps au r6cepteur FcyRIII, port6 par la lign6e cellulaire Jurkat CD 16 (Fig.7). 
Aiofs que le clone non mut6 6H1 1 (temoin negatif) pr6sente uhe fixation au recepteur 
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FcyRin diminu6e, les clones mutes 1C7, 2H11, 4G5 et 4H10 fixeat le recepteur 

• * ■ 

FcyRin de maniere similaire aux clones non mutes 16D1 1 et 1 1G5 (t6moins positifs). 

■ ■ * . • 

■ 

L' activation CD 16 a 6t6 r6alis6e sur les surnageants de culture de 4 clones mutes cites 
5 ci-dessus et de 3 clones non mutes (16D1 1, 1 1G5 et 24G9). Les r6sultats represented 
la moyenne (+/- ecart-type) des taux d'IL-2 sScretee par les cellules Jurkat CD 16 en 
presence des clones non mut6s (Natif) et des clones mutes (His3 1 0-43 5Lys). Les 
anticorps mut6s induisent une secretion d'IL-2 tres dminu6e par rapport k celle induite 
par les anticorps natifs (Fig. 8). Ainsi, les anticorps mutes presentent tine baisse de 

* 

10 capacite a activer le recepteur FcyRHI de 50%. 

EXEMPLE 5 : Etude de la fixation des anticorps monoclonaux mutes ou non sur 
le recepteur FcyRDI par cytometric en flux. 

1 5 L'influence de Pimidazole ains i que P impact des mutations His3 1 0-43 5Lys sur la 
fixation des anticorps au recepteur FcyRin (CD 16) present a la surface des cellules 

Jurkat CD 16 ont et6 evalues par cytometrie en flux. 

♦ - 

1 . Effet de Pimidazole 

20 5.10 s cellules Jurkat CD 16 sont incub6es pendant 30 minutes en presence de 

* • 

differentes concentrations de Panticorps monoclonal EMAB5 dilu6 en tampon PBS 
contenant 0,5% d'albumine bovine (SAB) ou en tampon PBS-SAB 0,5% supplements 
k 50 mM en imidazole. Puis les cellules sont lav6es en tampon PBS-SAB 0,5% et 
incub6es en pr6sence de F(ab')2 de souris anti-IgG humaine (H+L) marquee au FITC 
25 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Apres 30 minutes d'incubation, les cellules 
sont lav6es comme pr6c6demment et la fixation de Panticorps EMAB5 est analysee par 

* 

cytometrie en flux en utilisant un FACScalibur 4CA et le programme Cell Quest Pro 

• • - 

(Becton Dickinson). 
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2* Fixation deTanticorps doublement mute 
5.10 5 cellules Jurkat CD16 sont incubSes pendant 30 minutes dans du tampon PBS- 
* ' SAB 0,5% en pr6senpe de difif&entes concentrations, d'anticofps monoclonaiix 
contenus dans des surnageants de culture. Puis les cellules sont lav6es en tampon PBS- 
5 SAB 0,5% et incubees en presence de F(ab*)2 de souris anti-IgG humaine'(H+L) 
marquee au FJTC . Apr6s 30 minutes d'incubation, les cellules sont lav6es comme 
prec6demment et la fixation des anticorps est analys6e par cytom&rie en flux en 

utilisant un FACScalibur 4CA et le programme Cell Quest Pro (Becton Dickinson). 

* 

10 

Les r6sultats de la fixation de P anticorps EMAB5 sur le recepteur CD16 (FcyRIII) 
present k la surface des cellules Jurkat CD 16 en presence ou non d' imidazole sont 
pr6sent6s en Fig.9. 

Ainsi, Paddition de 50 mM d'imidazole dans le tampon d'incubation de l'anticorps 
15 avec les cellules provoque une diminution de fixation de P anticorps qui se traduit par 

n * 

une baisse significative du pourcentage de cellules marquees ; a la concentration en 
anticorps de 1,5 |ig/ml, la presence d' imidazole induit une diminution de 40% du 
nombre de cellules marquees. 

L'imidazole est un reactif qui a la propri6t6 de fixer les cations. Ainsi, en d^privant le 
20 milieu d'incubation des cations s par addition d'imidazole, la fixation de P anticorps 
sur le recepteur CD 16 est diminu6. 

La fixation sur le r6cepteur FcyRIII des cellules Jurkat CD 16 de 3 anticorps 
morioclonaux contenus dans des surnageants de culture est presentee k la Fig. 10. 

■* 

25 Ainsi, les r6sultats exprimds en pourcentage de cellules marquees en fonction de la 
quantit6 d'anticorps ajout6e, montrent que les anticorps 4G5 et 4H10, qui ont la double 
mutation His310-435Lys, se fixent significativement moins bien aux cellules Jurkat 
CD 16 que le clone 24G9, qui est P anticorps t&noin non mut6. 
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Ces experiences illustrent bien que la fixation des anticorps au r6cepteur CD16 est 

affectee par V absence de cations. Inversement, la presence de cations devrait am61iorer 

* 

la fixation de l'anticorps sur le recepteur et de ce faitc am61iorer l'activite cytotoxique 
de P anticorps. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de cations m&alliques divalents ou trivalents pour am&iorer l'activit6 
5 fonctionnelle d' anticorps. . 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que lesdits anticorps sont des 
IgG humaines ou ayant une r6gion Fc humaine. 

10 3. Utilisation selon Tune de revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que lesdits 
cations interagissent avec la region Fc desdits anticorps. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
lesdits cations participent au controle de Pouverture de la region Fc desdits anticorps. 

15 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
lesdits cations favorisent la fixation desdits anticorps aux recepteurs FcyR, notamment 
au recepteur FcyRHL 

20 6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a5, caract6risee en ce que 
ledit cation est le zinc, le fer, le cuivre ou le cadmium. 

« 

7. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 
ledit cation est le zinc. 

25. 

8. M6thode pour potentialiser Tactivite fonctionnelle des anticorps via la region Fc, 
comprenant une etape consistant k ajouter une quantite appropriee d'au moins un 
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cation metallique divalent ou trivalent dans le systeme biologique produisant les 

• anticorps ou dans une solution comprenant des anticorps avant et/ou apr6s purification 

• • • 

ou encore dans la solution de conservation ou dans la formulation, finale sous la forme 
d'une solution injectable des anticorps- 

a • 

9 

9. M&hode selon la revendication 8, caracterisSe en ce que ledit cation est le zinc, le 
fer, le cuivre ou le cadmium. 

10. Methode selon la revendication 9, caracterisSe en ce qu'on ajoute une concentration 

* * 

molaire en zinc au moins 6gale k la concentration molaire en anticorps. 

1 1 . Anticorps de classe IgG3 possedant un site de fixation pour un cation m6tallique 
divalent ou trivalent comprenant les r6sidus His 310 et His 435 (numSrotation de 
Kabat) sur sa region Fc cre6 par ingenierie moleculaire. 

12. Anticorps selon la revendication 11, caract6rise en ce que ledit site de fixation 
comprend le r6sidu Asn 434 et/ou le residu His 433 (numerotation de Kabat). 

* m • 

13. Anticorps selon Pune quelconque des revendication 11 ou 12, caract6rise en ce que 
ledit site de fixation est cree par substitution de TArg 435 par PHis 435. 

14. Anticorps selon Pune quelconque des revendications 11 h 12, caract6ris6 en ce que 
Pun au moins desdits rSsidus histidine est remplace par un au moins des residus choisis 
parmi la cyst6ine, Pacide aspartique et Pacide glutamique. 

r ■ 

» - ■ 

15. Anticorps selon Pune quelconque des revendications 11 k 14, caract6ris6 en ce 
qu'il possede un cation metallique divalent ou trivalent fixe sur ledit site de fixation. 
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* 

16. Anticorps selon l'une quelconque des revendications 11 a 15, caract£ris6 en ce qiie 

■ ■ « 

* 

ledit cation est le zinc, le fer, le cuivre ou le cadmium. 

. « ... 

17. Anticorps selon Tune quelconque des revendications 11 a 16, caracterisS en ce que . 

• « 

5 Tallotype dudit anticorps est G3m(b) ou G3m(g). 

» 

18. Anticorps selon Tune quelconque des revendications 11 k 17, cafacteris6 en ce 
qu'il possdde une fixation au FcyRm amelioree et une activite fonctionnelle amelior6e 
par rapport a T anticorps natif. ' 

10 

19. Utilisation de l'anticorps selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 18 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement des pathologies comme la maladie 
h&nolytique du nouveau-ne, une pathologie virale, bacterienne ou parasitaire, une 
pathologie li6e aux agents pathog&ies ou toxines d6riv6es, list6s comme etant 

1 5 particulierement dangereux dans les cas de bioterrorisme (classification des Centers for 
Disease Control, CDC), notamment Tanthrax (Bacillus anthracis), le botulisme 
(Clostridium botulium), la peste (Yersinia pestis), la variole (Variola major), la 
tular£mie (Francisella tularensis), les fievres h&norragiques virales (liees aux filovirus 

■ ■ 

-Ebola, Marburg et aux arenavirus -Lassa, Machupo), la toxine epsilon de Clostridium 
20 perfringens, la brucellose (Brucella species), la melioidose (Burkholderia mallei), la 
toxine de ricin (Ricinus communis). 

20. Composition pharmaceutique d'anticorps therapeutiques comprenant des cations 
divalents ou trivalents et au moins un excipient. 

25 

* 

21. Composition selon la revendication 20, caract6risee en ce que lesdits anticorps 
poss6dent un cation m6tallique divalent ou trivalent sur les residus His. 310 et His 435 
(num&otatidn de Kabat). 
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22. Composition phanriaceutique selon Pune quelconque des revendications 20 a 21, 
cairacterisSe en ce que lesdits anticorps sont les anticorps des revendications 11 k 18 ou 
des IgG humaines ou ayant une r6gion Fc humaine. 

■ 

5 23. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 20 k 22, 
caracterisee en' ce que les cations metalliques sont le zinc, le fer, le cuivre ou le 
cadmium, ou un m61ange de plusieurs d'entre eux. 

* 

• 4 

m 

24. Composition pharmaceutique selon la revendication 23, caract6ris6e en ce que ledit 
10 cation est le zinc, notamment de 1* acetate de zinc, du bromure de zinc, du citrate de 
zinc, de Phydroxycarbonate de zinc, de l'iodure de zinc, du L-lactate de zinc, du nitrate 
de zinc, du stearate de zinc, du gluconate de zinc, du sulphate de zinc, du chlorure de 
zinc ou du chlorhydrate de zinc. 

• ■ i ... 

15 25. Composition pharmaceutique dans laquelle au moins 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 
ou encore 99% des anticorps possedent un cation metallique divalent ou trivalent li6, 
notamment lie au site comprenant les residus His 310 et His 435 (numerotation de 
Kabat). 

20 26. Composition selon la revendication 25, caracteris6e en ce que ledit site comprend 
les residus His 433 et/ou Asn 434 (numerotation de Kabat). 

27. Composition selon Tune quelconque des revendications 25 ou 26, caracterisee en 

• - 

ce que ledit cation m6tallique est le zinc, le fer, le cuivre ou le cadmium, ou un 
25 melange de plusieurs d'entre eux. 

28. Solution comprenant un anticorps monoclonal ou des anticorps polyclonaux et une 

* ■ * 

quantite appropri£e en cation metallique divalent ou trivalent,- en particulier une 
concentration en ions zinc au moins egale & la concentration en anticorps, ladite 
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* m * 

- _ ■ 

solution 6tant adaptde pour une injection par voie intraveineuse, intramusculaire, ou 
' sous-cutan6e. . \. 

• * 

■ 

29. Utilisation d'ions zinc pour ameliorer la cristallisation d'anticorps th6rapeutiques. 

30. Test pennettant d'evaluer Fefficacit6 d'un anticorps comprenant F6tude de la 
- conformation 3D du domaine impliquant His 310, His 435, His 433 et/ou Asn 434 

(numerotation de Kabat ) telle que montree k la figure 1 ou 2 ou encore un dosage de la 
teneur en Zinc desdits anticorps, la presence de zinc etant une indication de Tefficacite 

i 

de F anticorps. 

31. Anticorps poss6dant Fun au moins de ses residus His 310 et His 435 modifi£ 
(numerotation de Kabat). 

■ • 

* 

32. Anticorps selon la revendication 31, caracteris£e en ce que ladite modification est 
une mutation. 

* • 

33. Anticorps selon la revendication 32, caracterise en ce que ladite mutation est une 
substitution par un acide amine poss6dant une faible affinite pour lesdits cations 
metalliques . 

■ * 

34. Anticoips selon la revendication 33, caracterise en ce que ledit acide amine est la 
lysine, F alanine, la glycine, la valine, la leucine, Fisoleucine, la proline, la methionine, 
le tryptophane, la phenylalanine, la serine ou la threonine. 

• * 

• * 

35. Anticorps selon Fune quelconque des reyendications 32 a 34, caract6ris6 en ce que 
les r6sidus His 3 10 et His 435 sont substitues par des r£sidus lysine. 
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36. Anticorps selon la revendication 31, caract6ris6 en ce que la modification est 
effectuee par le DEPC. - 

37. Anticorps selon Tune quelconque des revendications 31 a 36,' caract&ise en ce 
5 qu'ilsappartiennent&lasous-classedesIgGl. 

38. Anticorps selon Tune quelconque des revendications 31a 37, caracterise en ce 

» 

qu'ils poss6dent une activite fonctionnelle diminu6e par rapport au meme anticorps 
non modifi6. 

10 

39. Utilisation des anticorps 31 a 38 pour la preparation d'un m6dicament destine a la 
prevention du rejet de greffe ou au traitement d'une pathologie choisie parmi le 
t&anos, la diphterie, ou provoqu6e par un agent pathogdne ou toxine d6rivee, list6 

. comme etant particulierement dangereux dans les cas de bioterrorisme (classification 
15 des Centers for Disease Control, CDC), notamment P anthrax (Bacillus anthracis), le 
botulisme {Clostridium botulium), la peste (Yersinia pestis) y la variole (V ariola major), 
la tularemie (Francisella tularensis), les fievres hemorragiques virales (li6es aux 
filovirus -Ebola, Marburg et aux arenavirus — Lassa, Machupo), la toxine epsilon de 
Clostridium perfringens, la brucellose (Brucella species), la melioidose (Burkholderia 
20 mallei), la toxine de ricin (Ricinus communis).. 

40. Utilisation de Panticorps selon Tune quelconque des revendications 31 k 38 pour la 
preparation d'un medicament en remplacement des IgG4. 

25 
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Figure 6 



WO 2005/040216 



PCTVFR2004/002687 



7/9 





0,5 



1 1.5 
DO (Fixation Fab) 



2,5 



Figure 7 



C 
O 



100 



80 



60 



3g 40 
S 

CO 

20 



i 



*. l» . 



* 




:4 -*- 



V » • "I - * 



. I'J 



Natif 



ft v /a* 



s. » J, 



•v. 



His310-435Lys 



Figure 8 



WO 2005/040216 



PCT/FR2004/002687 



8/9 



. 100 -i 

* 

90 - 

80 - 

^ 70 - 

1& 60 H 
> 

23 

o 50 - 

Q. 

3 



0> 

u 



40 - 
30 - 
20 
10 H 
0 



MFI 
106 




■ - Imidazole 
□ + Imidazole 




MFI 
12 



MFI 

12 



1,5 



0,15 



Anticorps monoclonal (pg/ml) 



0,075 



Figure 9 



WO 2005/040216 



PCT/FR2004/002687 



9/9 



CO 
0) 



o 

m 

CD 



100 
90 
80 - 
70 - 
60 - 
50 - 



4G5 (His310-435Lys) 
4H10 (His310-435Lys) 
-24G9 (natif) 



' 9 MFI79 



MFI72 



4 



T" 

6 



- •MF1111 



MFI71 




8 



10 



Concentration des Anticorps (pg/ml) 



Figure 10 



WO 2005/040216 PCT7FR2004/002687 

LISTE DE SEQUENCES 

<110> LABORATOIRE FRANQAIS DD FRACT I ONNEMENT ET DES 

BIOTECHNOLOGIES * 

<120> UTILISATION DE CATIONS METALLI QUE S DIVALENT S POUR L' AMELIORATION 
DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE- DES ANTICORPS 

<130> .D 21 711" NT 

<150> FR 03 12228 
<151> 2003-10-20 ■ 

<160> 2 

♦ 
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<210> 1 . 

<211> 14'28 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> ' 

<223> Sequence du cDNA du double mutant His310-4 35Lys 

P ■ • 

PI 

<400> 1 

atggagtttg ggctgagctg ggttttcctc gttgctcttt taagaggtgt ccagtgtcag 60 

4 

gtgcagctgg tggagtctgg gggaggcgtg gtccagcctg ggaggtccct gagactctcc 120 

tgtacagcct ctggattcac cttcaaaaac tatgctatgc attgggtccg ccaggctcca 180 

- 

» 

gccaaggggc tggagtgggt ggcaactata tcatatgatg gaaggaatat acaatatgca 240 

gactccgtga agggccgatg caccttctcc agagacaatt ctcaggacac cctgtatctg 300 

caactgaaca gcctcagacc ggaggacacg gctgtgtatt actgtgcgag acccgtaaga 360 

agccgatggc tgcaattagg tcttgaaga't gcttttcata tctggggcca ggggacaatg 420 

gtcaccgtct cttcagcctc caccaagggc ccatcggtct tccccctggc accctcctcc 4 80 

aagagcacct ctgggggcac agcggccctg ggctgcctgg tcaaggacta cttccccgaa 540 

ccggtgacgg tgtcgtggaa ctcaggcgcc ctgaccagcg gcgtgcacac cttcccggct 600* 

gtcctacagt cctcaggact ctactccctc agcagcgtgg tgaccgtgcc ctccagcagc 660 

* 

ttgggcaccc agacctacat ctgcaacgtg aatcacaagc ccagcaacac caaggtggac 720 

aagaaagttg agcccaaatc ttgtgacaaa actcacacat gcccaccgtg cccagcacct 780 

gaactcctgg ggggaccgtc agtcttcctc ttccccccaa aacccaagga caccctcatg 84 0 

■ 

atctcccgga cccctgaggt cacatgcgtg gtggtggacg tgagccacga agaccctgag 900 
gtcaagttca actggtacgt ggacggcgtg gaggtgcata atgccaagac aaagccgcgg 



960 



gaggagcagt acaacagcac gtaccgtgtg gtcagcgtcc tcaccgtcct gaagcaggac 1020 



WO 2005/040216 



PCT/FR2004/002687 



tggctgaatg gcaaggagta 

4 


caagtgcaag 


gtctccaaca 

* 


aagccctccc agcccccatc 

• 


1080 


gagaaaacca 


* 

tctccaaagc 


caaagggcag 


ccccgagaac 


cacaggtgta caccctgccc 


1140 


ccatcccggg 


atgagctgac 


caagaaccag 

• 


• 

gtcagcctga 


cctgcctggt caaaggettc 


1200 


tatcccagcg 


acatcgccgt 


ggagtgggag 

■ 


agcaatgggc 


agccggagaa caactacaag 


1260 


accacgcctc 


ccgtgctgga 


• 

ctccgacggc 


tccttcttcc 


tctacagcaa gctcaccgtg 

< • 


• 

1320 


gacaagagca 


* 

ggtggcagca 


• 

ggggaacgtc 


ttctcatgct 


ccgtgatgca tgaggctctg 


1380 


cacaacaagt 


acacgcagaa 


gagcctctcc 


ctgtctccgg 


gtaaatag 


1428 



<210> 2 

<211> 475 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> Sequence peptidique du double mutant His310-H435Lys . 
<400> 2 

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly 
1 5 10 • 15 



Val Gin Cys Gin Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gin 

20 25 • 30 



Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser .Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe 
35' 40 45 



Lys Asn Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Ala Lys Gly Leu 
50 " 55 60 



Glu Trp Val Ala Thr lie Ser Tyr Asp Gly Arg Asn lie Gin Tyr Ala 
65 70 75 80 



Asp Ser Val Lys Gly Arg Cys Thr Phe Ser Arg Asp Asn Ser Gin Asp 

85 90 95 



Thr Leu Tyr Leu Gin Leu Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val 

100 105 110 



Tyr tyr Cys Ala Arg Pro. Val Arg Ser Arg Trp Leu Gin Leu Gly Leu 
115 120 ~ " 125 



Glu Asp Ala Phe His lie Trp Gly Gin Gly Thr Met Val Thr Val Ser 
130 135 140 
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« ■ 

Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val ' Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser 
145 . 150 155 160 

• ■ • * 

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp 

165 170 , 175 

■ 

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr 

180 185 190 

- 

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr 
195 200 205 

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin 
210 215 . 220 

• * 

Thr Tyr lie Cys Asn Val Asn His Lys -Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp 
225 230 235 240 

Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro 

245 250 255 

* ■ 

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro 

260 265 270 

* 

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met He Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr 
275 280 285 

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn 
290 295 300 

» 

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg 
305 310 . 315 320 

Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val 

325 330 335 

* 

Leu Lys Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser 

340 • 345 350 

* 

4 

Asn Lys Ala. Leu Pro Ala Pro He Glu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys 
355 360 365 

Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp 
370 ' 375 380 
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Glu Leu Thr Lys Asn--Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe 
385 390 395 400 

Tvr Pro Ser Asp lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu 

• 405 410 . 415 . 

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe 

420 * 425 430 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly 
435 440 445 

* ♦ 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Lys Tyr 
450 455 . 460 

Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
465 470 475 
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